
งานประชุมวิชาการระดบัชาติ มหาวิทยาลยัรังสิต ประจ าปี ๒๕๖๒  
https://rsucon.rsu.ac.th/proceedings ๒๖ เมษายน ๒๕๖๒ 

163 

การศึกษาฤทธ์ิการต้านอนุมูลอสิระและสารประกอบฟีนอลกิรวม 
ของเปปไทด์ออกฤทธ์ิทีแ่ยกจากน า้หมักชีวภาพ 

 

Determination of Antioxidant Activities and Total Phenolic Content  
of Bioactive Peptide Isolated from Biofermented Liquids 

 

สุธารทิพย ์เรืองประภาวฒิุ1*  ธเนศ โสภณนิธิประเสริฐ1  และ ภูมภสัส์ พทุธ์ผดุงวพิล2 

 

Sutarnthip Ruengprapavut1*  Thanet Sophonnithiprasert1  and Pumpath Putpadungwipon2 

 
1หมวดวิชาชีวเคมี ภาควิชาวิทยาศาสตร์การแพทย์ คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยรังสิต ปทุมธานี ประเทศไทย 

2ภาควิชาเคมีคลินิก คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยรังสิต ปทุมธานี ประเทศไทย 
1Biochemistry unit, Department of Medical sciences, Faculty of Science, Rangsit University, Pathum Thani, Thailand 

2Department of Clinical chemistry, Faculty of Medical technology, Rangsit University, Pathum Thani, Thailand 
*Corresponding author, E-mail: sutarnthip.r@rsu.ac.th 

 

บทคดัย่อ 
เปปไทด์ออกฤทธ์ิห รือ Bioactive peptides (BP) เป็นสารอินทรีย์ท่ีประกอบไปด้วยสายเปปไทด์ ท่ี

ประกอบดว้ยกรดอะมิโนประมาณ 2-20 ตวั สามารถพบไดท้ัว่ไปจากแหล่งธรรมชาติและมีบทบาทส าคญักบัสุขภาพใน
ดา้นต่างๆ เช่น ระบบภูมิคุม้กนัโรค  ยบัย ั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย ตา้นอนุมูลอิสระ เป็นตน้ วตัถุประสงคข์อง
งานวิจยัคร้ังน้ีเพ่ือแยกเปปไทด์ออกฤทธ์ิจากน ้ าหมกัชีวภาพ 8 ชนิด ไดแ้ก่  น ้ าหมกัมะขามป้อม  น ้ าหมกัมะเฟือง  น ้ า
หมกัมงัคุด  น ้ าหมกัทบัทิม  น ้ าหมกัฟักขา้ว น ้ าหมกัสตรอเบอร์ร่ี น ้ าหมกัผลไมร้วม และน ้ าหมกัปลาชีวภาพ น าไป
ศึกษาฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระโดยวิธี 2,2-diphenyl-1-picrythydrazyl (DPPH) และหาปริมาณสารประกอบฟีนอล
รวมโดยวิธี Folin-Ciocalteu ตอนแรกน ้ าหมกัส่วนหยาบ (crude) ถูกน ามาตกตะกอนโปรตีนดว้ย Trichloroacetic acid 
(TCA)/Acetone น ้ าหมกัชีวภาพจากมะขามป้อมและฟักขา้วท่ีมีระดับฟีนอลสูงสุดถูกน าไปแยกต่อโดยอาศัยความ
แตกต่างของน ้ าหนักโมเลกุลท่ีขนาดต ่ากว่า 3 กิโลดัลตนั (KDa)โดยใช้คอลมัน์ NANOSEP 3K เฉพาะเปปไทด์ท่ีมี
น ้ าหนกัโมเลกุลนอ้ยกวา่ 3 KDa ถูกน าไปศึกษาหาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ ผลการศึกษาพบวา่เปปไทด์ส่วนหยาบในน ้ า
หมกัทั้ง 8 ชนิด มีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระสูง โดยมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งอยูใ่นช่วง 90-95 % แต่ไม่พบความแตกต่างกนั
อยา่งมีนยัส าคญั  เปปไทด์ท่ีแยกจากน ้ าหมกัมะขามป้อมและฟักขา้วท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุลน้อยกวา่ 3 KDa จะมีฤทธ์ิใน
การตา้นอนุมูลอิสระ 63.79±0.759 % และ 28.95±2.742 % ตามล าดบั ปริมาณสารฟีนอลรวมในน ้ าหมกัมะขามป้อม
และฟักขา้วเท่ากบั 73.14±1.003 และ 69.19±0.705 ไมโครแกรมต่อมิลลิลิตรเทียบกบักรดแกลลิก ตามล าดบั ขอ้มูลท่ีได้
จากงานวิจยัน้ีจะเป็นประโยชน์ในการน าเอาสารท่ีมีฤทธ์ิตา้นอิสระท่ีสกดัจากธรรมชาติไปประยกุต์ใชใ้นทางอาหาร
และยาต่อไป 
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งานประชุมวิชาการระดบัชาติ มหาวิทยาลยัรังสิต ประจ าปี ๒๕๖๒  
https://rsucon.rsu.ac.th/proceedings ๒๖ เมษายน ๒๕๖๒ 

164 

Abstract 
Bioactive peptides (BPs) are organic compounds that include a peptide residue length of between 2-20 

amino acids. Bioactive peptides can be found and isolated from various natural sources. BPs play important roles in 
human health, enhancing immunomodulatory and antimicrobial activity as antioxidants. The aim of this research 
were to isolate bioactive peptides from 8 biofermented liquids (Gooseberry, Star fruit, Mangosteen, Pomegranate, 
Baby Jackfruit, Strawberry, Mixed fruit and Biofish), and to study their antioxidant activities by 2,2-diphenyl-1-
picrythydrazyl (DPPH) radical scavenging, and to discover the total phenolic contents by Folin-Ciocalteu. First, 
peptides were isolated from crude biofermented liquids through the precipitation using Trichloroacetic acid (TCA) 
and Acetone. Two biofermented liquids (Gooseberry and Baby Jackfruit) containing the highest phenolic contents 
were selected for further isolation. They were then separated and concentrated based on the peptide molecular 
weights of less than 3 Kilodaltons (KDa) difference by using NANOSEP 3K column. The peptides with molecular 
weights of less than 3 KDa were further investigated for their antioxidant activities.  The results showed that 8 crude 
biofermented liquids showed high antioxidant activities with the % inhibition in the range of 90-95 had no 
significant differences. The peptides isolated from Gooseberry and Baby Jackfruit with molecular weights of less 
than 3 KDa showed high antioxidant activity with the % inhibition of 63.79±0.759 % and 28.95±2.742 %, 
respectively. The total phenolic contents obtained from these two peptides were 73.14±1.003 and 69.19±0.705 µg/ml 
Gallic acid Equivalent, respectively. The natural antioxidants obtained from this research would be beneficial for 
pharmaceutical and food applications. 
 

Keywords: Active Peptides, Antioxidant, Biofermented liquid, Total phenolic compound 
 

1. บทน า 
เปปไทด์ออกฤทธ์ิหรือ Bioactive peptides เป็นสารอินทรียท่ี์ประกอบไปดว้ยกรดอะมิโนประมาณ 2-20 ตวั 

มาเช่ือมต่อกันด้วยพนัธะเปปไทด์ สามารถพบและสกัดได้จากแหล่งธรรมชาติมากมาย เช่น ในน ้ านม ในพืชหรือ
ส่ิงมีชีวิตชนิดต่าง ๆ ซ่ึงเปปไทด์ท่ีสกดัไดจ้ะมีบทบาทส าคญัและมีประโยชน์มากมายต่อสุขภาพในดา้นต่าง ๆ เช่น มี
ฤทธ์ิในการตา้นการเจริญของแบคทีเรีย ลดความดันโลหิต หรือตา้นอนุมูลอิสระ เป็นตน้ (Moller et al., 2008) ใน
ปัจจุบนัเปปไทด์ออกฤทธ์ิไดรั้บความสนใจมากข้ึนเพราะส่งผลดีต่อสุขภาพและสามารถป้องกนัโรคต่างๆ ได ้มีการ
คน้พบเปปไทด์ออกฤทธ์ิท่ีปรากฏอยู่ในฐานขอ้มูลมากกว่า 15,000 ชนิด ซ่ึงโครงสร้างและล าดบักรดอะมิโนท่ีพบ
ในเปปไทด์แต่ละชนิดจะมีบทบาทส าคญัในการท างานของเปปไทด์ (Singh, Vij, and Hati, 2014) เปปไทด์ออกฤทธ์ิ
หลายชนิดสามารถสกดัจากแหล่งอาหารประเภทต่างๆ เช่น น ้ านม ผลิตภณัฑ์จากนมโยเกิร์ต (Kitts & Weiler, 2003) 
ไข่ (Liu et al., 2010) ปลา (Elias, Kellerby, and Decker, 2008) และถัว่เหลืองหมกั (Wang and De Mejia, 2005; Singh, 
Vij, and Hati, 2014) พบวา่เปปไทด์เหล่าน้ีมีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระ ซ่ึงภาวะท่ีร่างกายมีอนุมูลอิสระสะสมมากจะ
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ส่งผลเสียต่อสุขภาพตามมาและสัมพนัธ์กบัการเกิดโรคต่าง ๆ มากมาย เช่น มะเร็ง สมองเส่ือม ขอ้อกัเสบ เป็นตน้ 
(Ramana, Srivastava and Singhal, 2013)  

น ้ าหมกัชีวภาพเป็นผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดจากการหมกัวสัดุตามธรรมชาติ เช่น พืช สัตว ์เศษอาหาร ส่วนใหญ่เป็น
การผลิตในระดบัครัวเรือนและชุมชน และมีการน าผลผลิตท่ีไดม้าใชป้ระโยชน์ในดา้นต่างๆ  เช่น ก าจดักล่ิน ป้องกนั
โรค ควบคุมคุณภาพน ้ าในบ่อเล้ียงสัตวน์ ้ า รักษาโรคแผลต่างๆในปลา กบ จระเข ้ นอกจากน้ีน ้ าหมกัชีวภาพจากพืช
สมุนไพรท่ีควบคุมการผลิตให้สะอาดปลอดเช้ือจุลินทรียป์นเป้ือนสามารถน ามาบริโภคเพ่ือเพ่ิมภูมิคุม้กนัและสร้าง
เสริมสุขภาพ  ประโยชน์ของน ้ าหมกัชีวภาพดงักล่าวมาจากสารท่ีเกิดข้ึนจากกระบวนการหมกัเป็นส่วนใหญ่ ซ่ึงสาร
เหล่านั้นมีคุณสมบัติในด้านต่างๆ เช่น ตา้นทานเช้ือจุลชีพ เพ่ิมภูมิคุม้กนั และตา้นอนุมูลอิสระ (ไชยวฒัน์ ไชยสุต, 
2553)  

จากคุณประโยชน์ของน ้ าหมกัท่ีกล่าวมา จึงเป็นท่ีมาของงานวิจยัคร้ังน้ีท่ีมีเป้าหมายเพ่ือคดักรองหาเปปไทด์
ออกฤทธ์ิท่ีสกดัจากน ้ าหมกัชีวภาพจากครัวเรือนชนิดต่างๆ ท่ีมีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระ องคค์วามรู้ท่ีไดเ้ป็นการ
น าเอาจผลิตภณัฑ์จากธรรมชาติท่ีผลิตในชุมชนไปประยุกต์ใช้ให้เกิดประโยชน์ต่อประเทศชาติต่อไปโดยเฉพาะ
ทางดา้นอาหารและยา 
 
2. วตัถุประสงค์ 

เพ่ือศึกษาและเปรียบเทียบฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิ DPPH และหาปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม

ดว้ยวิธี Folin-Ciocalteu ในน ้ าหมกัชีวภาพจากชุมชนจ านวน 8 ชนิด ทั้งในน ้ าหมกัแบบหยาบและท่ีท าให้บริสุทธ์ิข้ึน

โดยผ่านการตกตะกอนโปรตีนดว้ย Trichloroacetic acid (TCA) /Acetone และแยกความแตกต่างของน ้ าหนกัโมเลกุล

ของเปปไทดท่ี์มีขนาดต ่ากวา่ 3 กิโลดลัตนัโดยใชค้อลมัน์ NANOSEP 3K 

 
3. อุปกรณ์และวธีิการ / วธีิด าเนินการวจิยั 

3.1 การเก็บตวัอยา่งน ้ าหมกัชีวภาพ 
เก็บน ้ าหมกัชีวภาพจากทอ้งตลาดจ านวนทั้งหมด 8 ชนิด ไดแ้ก่ น ้ าหมกัมะขามป้อม น ้ าหมกัมะเฟือง น ้ าหมกั

มงัคุด น ้ าหมกัทบัทิม น ้ าหมกัฟักขา้ว น ้ าหมกัสตรอเบอร์ร่ี น ้ าหมกัผลไมร้วม น ้ าหมกัปลาชีวภาพ น าน ้ าหมกัทั้ง 8 ชนิด
มาฆ่าเช้ือจุลชีพด้วยเคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือ (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที  แลว้กรองผ่าน
กระดาษกรอง Whatman™ Qualitative Filter Paper No.2 (GE Healthcare, USA) จนไดน้ ้ าหมกัท่ีมีลกัษณะใสและเก็บ
ไวท่ี้อุณหภูมิ -20 oC จนกวา่จะใชง้าน 

3.2 การตกตะกอนโปรตีนดว้ย Trichloroacetic acid (TCA) /Acetone 
ตกตะกอนโปรตีนในน ้ าหมกัโดยวิธีท่ีดัดแปลงมาจาก Hao et al. (2015) ผสมสาร 3 ชนิด ได้แก่ น ้ าหมัก

ชีวภาพ: 100 % ice-cold acetone : 100 % Trichloroacetic acid (TCA) ตามล าดับเข้าด้วยกันในหลอดทดลองด้วย
อตัราส่วน 1:8:1 น าหลอดทดลองไปเก็บไวท่ี้ตูเ้ยน็อุณหภูมิ -20 oC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เพ่ือตกตะกอนโปรตีน น าหลอด
ทดลองไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 11,500  rpm  เป็นเวลา 15 นาทีท่ีอุณหภูมิ 4 oC  เทส่วนใสท้ิง ลา้งตะกอนดว้ยการ
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เติม Acetone ปริมาตร 3 มิลลิลิตร แลว้ไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 11,500  rpm  เป็นเวลา 15 นาทีท่ีอุณหภูมิ 4 oC  ท า
การลา้งตะกอนซ ้ าจ านวน 4 คร้ัง ดว้ย Acetone เพื่อลา้ง TCA ออกให้หมด ละลายตะกอนดว้ย phosphate buffer pH 7.0 
แลว้น าไปแยกขนาดเปปไทดท่ี์มีขนาดนอ้ยกวา่ 3 กิโลดลัตนัดว้ยชุดหลอดคอลมัน์ป่ันเหวีย่งมีเมมเบรนชนิด Nanosep® 
Centrifugal Devices with Omega™ Membrane – 3K (PALL corporation, USA) ในล าดบัขั้นตอนถดัไป 

3.3 การแยกเปปไทดท่ี์มีขนาดนอ้ยกวา่ 3 KDa 
กระบวนการแยกเปปไทด์ท่ีมีขนาดน้อยกว่า 3 KDa ท าตามวิธีในคู่มือจาก Nanosep® Centrifugal Devices 

with Omega™ Membrane - 3K (PALL corporation, USA) โดยท าการล้าง Omega™ Membrane ด้วย sterilize water 
จ านวน 2 รอบ ใส่น ้ าหมกัปริมาตร 500 ไมโครลิตรลงในคอลมัน์ น าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยเคร่ืองเซนตริฟิวส์ท่ีความเร็ว 
12,000 rpm เป็นเวลา 20 นาที น ้ าหมกัท่ีไดจ้ะแยกเป็น 2 ส่วน คือ ส่วนบนท่ีมีน ้ าหนักโมเลกุลมากกว่า 3 กิโลดลัตนั 
และส่วนล่างท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุลนอ้ยกวา่ 3 กิโลดลัตนั น าน ้ าหมกัส่วนล่างท่ีมีขนาดนอ้ยกวา่ 3 KDa ไปศึกษาการตา้น
อนุมูลอิสระดว้ยวธีิ DPPH และหาปริมาณสารประกอบฟีนอลรวมดว้ยวธีิ Folin-Ciocalteu ในล าดบัขั้นถดัไป 

3.4 การทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ ดว้ย วธีิ 2,2-diphenyl-1-picrythydrazyl (DPPH) 
ทดสอบหาฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระในน ้ าหมกัชีวภาพตามวิธีของ Que, Mao, and Pan (2006) เตรียม

สารละลาย DPPH ใน ethanol (EtOH) ให้มีความเขม้ขน้ 1x10-4 M น าไปท าปฏิกิริยากบัน ้ าหมกัชีวภาพ ผสมให้เขา้กนั
ท้ิงไวท่ี้มืดท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที น าไปหาค่าความสามารถในการดูดกลืนแสงท่ีลดลงท่ีความยาวคล่ืน 520 
nm ดว้ยเคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ น าค่าท่ีไดม้าเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของสารละลาย Butylhydroxytoluene 
(BHT) ท่ีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 5-100 µg/mL ท าการทดลอง 3 ซ ้ า ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระหาไดจ้ากสมการ
ต่อไปน้ี 

 
% inhibition ของ Sample =   [(ODcontrol-(ODtest-ODblank(test)]  x 100 
                                                                ODcontrol  
 
% inhibition ของ DPPH  =   ODcontrol – ODtest  x 100 
                                                      ODcontrol  
 
** control หมายถึง BHT ท่ี 0 µg/ml    
 **blank control หมายถึง EtOH แทน DPPH 
 
ค านวณค่าของ % inhibition แตล่ะความเขม้ขน้แลว้น าไปท า linear regression เพื่อหาความเขม้ขน้ของสาร

ตวัอยา่งท่ีสามารถยบัย ั้งการเกิด oxidation 
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3.5 การหาปริมาณฟีนอลรวม 
หาปริมาณฟีนอลรวมในสารตวัอยา่งน ้ าหมกัชีวภาพโดยอา้งอิงตามวธีิของ Li et al. (2007) ปิเปตสารละลาย

ตวัอยา่ง 20 ไมโครลิตรท่ีความเขม้ขน้แตกต่างกนัตั้งแต่ 0-80 µg/mL ใส่ในหลุม Microtiter plate เติมสารละลาย Folin-
Ciocalteu’s phenol (10% ในน ้ า) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 5 นาที เติมสารละลาย 7 % 
NA2CO2 ปริมาตร 80 ไมโครลิตร ตั้งท้ิงไว ้ 30 นาที น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 765 นาโนเมตรดว้ย
เคร่ือง EZ Read 2000 microplate reader (Biochrom Ltd., UK) คา่ท่ีไดจ้ะน าไปเทียบกบัสารละลายมาตรฐานกรดแกล
ลิก (Gallic acid equivalence) 

3.6 สถิติในการวจิยั 
ท าการวเิคราะห์ขอ้มูลทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของตวัอยา่งน ้ าหมกัทั้ง 8 ชนิดดว้ยการใชส้ถิติ One-way 

Anova ก าหนดค่าความแตกต่างของค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานท่ี p-value นอ้ยกวา่ 0.05 
 
4. ผลการวจิยั 

กราฟมาตรฐานของ Butylhydroxytoluene (BHT)  
ในการศึกษาคร้ังน้ีหาความสามารถในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระของน ้ าหมกัชีวภาพ 8 ชนิดโดยวิธี 2,2-

diphenyl-1-picrythydrazyl (DPPH) และใช ้Butylhydroxytoluene (BHT) เป็นสารมาตรฐานในความเขม้ขน้ท่ีแตกต่าง
กนั (0-100 ug/ml) โดยวดัความสามารถในการดูดกลืนแสงท่ีลดลงท่ีความยาวคล่ืน 520 nm และหาค่าเปอร์เซ็นตก์าร
ยบัย ั้ง (% Inhibition) เม่ือพลอ๊ตกราฟเพ่ือหาความสมัพนัธ์ระหวา่งค่า % Inhibition หรือเปอร์เซ็นตค์วามสามารถในการ
สารตา้นอนุมูลอิสระและความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน BHT จะไดก้ราฟเป็นเสน้ตรง มีค่า R2 เท่ากบั 0.9854 ดงัแสดง
ในรูปท่ี 1 

 

 
รูปที่ 1 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความเขม้ขน้ของ BHT และ % inhibition 

 

4.2 ความสามารถในฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระโดยวธีิ DPPH ของน ้ าหมกัแบบหยาบ 
เม่ือน าน ้ าหมกัแบบหยาบทั้ง 8 ชนิด มาศึกษาหาความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH โดยวดั

ความสามารถในการดูดแสงท่ีลดลงท่ีความยาวคล่ืน 520 nm และวดัค่าเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้ง (% Inhibition) ไดผ้ลดงั
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แสดงในรูปท่ี 2 พบว่าน ้ าหมกัทั้ง 8 ชนิดซ่ึงประกอบไปดว้ย  1. น ้ าหมกัมะขามป้อม 2. น ้ าหมกัมะเฟือง  3. น ้ าหมกั
มงัคุด  4. น ้ าหมกัทบัทิม   5. น ้าหมกัฟักขา้ว  6. น ้ าหมกัสตอเบอร์ร่ี 7. น ้าหมกัผลไมร้วม  8. น ้ าหมกัปลาชีวภาพ มีฤทธ์ิ
ตา้นอนุมูลอิสระ โดยพบเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งอนุมูลอิสระเท่ากบั 90.46±1.117 % , 90.63±3.473 % , 92.56±4.746 % , 
92.32±1.814 % , 92.97±1.810 % , 94.85±0.399 %, 90.00±8.454 %  และ  91.43±1.944 % ตามล าดบั น ้ าหมกัสตอเบอร่ี
มีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งสูงสุดถึง 94.85±0.399 % 

 

 
รูปที่ 2 เปอร์เซ็นตค์วามสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระของน ้าหมกัชีวภาพแบบหยาบทั้ง 8 ชนิด 

 

4.3 ความสามารถในฤทธ์ิการต้านอนุ มูลอิสระโดยวิธี  DPPH ของน ้ าหมักท่ีผ่านการตะกอนด้วย 
TCA/Acetone  

เม่ือน าน ้ าหมักมาผ่านการตกตะกอนด้วย TCA/Acetone และละลายตะกอนด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์พบว่า
ความสามารถในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระของน ้ าหมกัทั้ง 8 ชนิดจะแตกต่างกนัทางสถิติท่ี p <0.05  โดยน ้ าหมกั
ชีวภาพจากมะขามป้อมท่ีผ่านการตกตะกอนจะมีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระมากท่ีสุดโดยมีเปอร์เซ็นตก์าร
ยบัย ั้งเท่ากบั 74.87±2.138 %  รองลงมาไดแ้ก่น ้ าหมกัมะเฟืองโดยมีเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งเท่ากบั 56.35±1.041 % ส่วน
อนัดบัสามไดแ้ก่น ้ าหมกัมงัคุดมีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งเท่ากบั 34.25±5.518 %   ส่วนน ้ าหมกัท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระต ่า
ท่ีสุดไดแ้ก่น ้ าหมกัปลาชีวภาพโดยมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระเท่ากบั 9.60±3.13 %  ดงัแสดงในรูปท่ี 3 
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รูปที่ 3 เปอร์เซ็นตค์วามสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระของน ้าหมกัชีวภาพทั้ง 8 ชนิดท่ีผา่นการตกตะกอนดว้ย TCA/acetone 

 

4.4 ปริมาณฟีนอลรวม (TP) โดยวธีิ Folin-Ciocalteu ในน ้ าหมกัแบบหยาบ  
การทดสอบหาปริมาณฟีนอลรวมจากน ้ าหมกัชนิดหยาบทั้ง 8 ชนิดโดยวธีิ Folin-Ciocalteu เทียบกบักรดแกล

ลิก พบวา่ปริมาณฟีนอลรวมในน ้ าหมกัเรียงจากมากไปนอ้ยดงัน้ี น ้ าหมกัมะขามป้อมมีค่าสูงสุดเท่ากบั 9097.1±114.25 
ug/ml ต่อกรดแกลลิก, ทบัทิม 402.4±13.704 ug/ml ต่อกรดแกลลิก, สตอเบอร์ร่ี 377.1±11.45 ug/ml ต่อกรดแกลลิก, 
ฟักขา้ว 342.4±11.481ug/ml ต่อกรดแกลลิก, มะเฟือง 242.9±12.434 ug/ml ต่อกรดแกลลิก, มงัคุด 236.2±12.874 ug/ml 
ต่อกรดแกลลิก, ปลาชีวภาพ 169.5±18.359 ug/ml ต่อกรดแกลลิก, ผลไมร้วม 186.7±7.199 ug/ml ต่อกรดแกลลิก 
ตามล าดบั  ดงัแสดงในรูปท่ี 4 

 

 
รูปที่ 4 ปริมาณความเขม้ขน้ของฟีนอลรวมในน ้าหมกัแบบหยาบ 
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4.5 ปริมาณฟีนอลรวม (TP) โดยวธีิ Folin-Ciocalteu ในน ้ าหมกัท่ีผา่นการตะกอนดว้ย TCA/Acetone 
การทดสอบหาปริมาณฟีนอลรวมโดยวิธี Folin-Ciocalteu จากน ้ าหมกัท่ีผา่นการตกตะกอนโปรตีนทั้ง 8 ชนิด 

พบวา่ปริมาณฟีนอลรวมในน ้ าหมกัแต่ละชนิดเรียงตามล าดบัจากมากไปน้อยดงัน้ี มะขามป้อมมีค่าฟีนอลรวมสูงสุด
เท่ากับ 46.9±3.287 µg/ml ต่อกรดแกลลิก ตามด้วยฟักขา้ว 45.4±0.907 µg/ml ต่อกรดแกลลิก, ทับทิม 25.0±1.401 
µg/ml ต่อกรดแกลลิก,  สตอเบอร์ร่ี 17.5±2.117 µg/ml ต่อกรดแกลลิก, มะเฟือง 9.2±0.737 µg/ml ต่อกรดแกลลิก, 
มงัคุด 8.6±1.557 µg/ml ต่อกรดแกลลิก, ผลไมร้วม 4.2±0.361 µg/ml ต่อกรดแกลลิก, ปลาชีวภาพ 2.5±0.351 µg/ml ต่อ
กรดแกลลิก ดงัแสดงในรูปท่ี 5 

 

 
รูปที่ 5 ปริมาณความเขม้ขน้ของฟีนอลรวมน ้าหมกัชีวภาพทั้ง 8 ชนิดท่ีผา่นการตกตะกอนดว้ย TCA/acetone 

 

4.6 ฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระและปริมาณฟีนอลรวมของน ้ าหมกัมะขามป้อมและฟักขา้วท่ีผ่านการแยก
ขนาดโมเลกลุดว้ยวธีิ NANOSEP 3K 

เน่ืองจากพบวา่ปริมาณฟีนอลรวมในน ้ าหมกัท่ีผา่นการตกตะกอนโปรตีนในน ้าหมกัมะขามป้อมและฟักขา้วมี
ค่าสูงเม่ือเทียบกบัน ้ าหมกัทั้ง 8 ชนิด จึงน าน ้ าหมกัทั้งสองชนิดมาศึกษาต่อโดยแบ่งออกตามน ้ าหนักโมเลกุลดว้ยวิธี 
NANOSEP 3K สามารถแยกน ้ าหมกัออกเป็น 2 ส่วน ไดแ้ก่ส่วนท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุลมากกวา่ 3 กิโลดลัตนั (>3K) และ
ส่วนท่ีน ้ าหนกัโมเลกลุนอ้ยกวา่ 3 กิโลดลัตนั (<3K) เฉพาะส่วนท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุลนอ้ยกวา่ 3 กิโลดลัตนั (<3K) จะถูก
น ามาทดสอบหาฤทธ์ิในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH   และหาปริมาณฟีนอลรวมต่อไปพบวา่น ้ าหมกั
มะขามป้อมในส่วน <3K มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระมากท่ีสุดโดยมีความสามารถในการยบัย ั้งถึง  63.79±0.759 % ส่วนน ้ า
หมกัฟักขา้วในส่วน <3K  มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ 28.95±2.742 % ปริมาณฟีนอลรวมในน ้ าหมกัมะขามป้อมและฟัก
ขา้วในส่วน <3K  มีปริมาณฟีนอลรวมเท่ากบั 73.14±1.003 µg/ml ต่อกรดแกลลิก และ 69.19±0.705 µg/ml ต่อกรดแกล
ลิก ตามล าดบั ดงัแสดงในตารางท่ี 1 
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ตารางที่ 1 ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระหรือ % Inhibition และปริมาณฟีนอลรวม (TP) ในน ้ าหมกัน ้ าหมกัมะขามป้อมและฟักข้าวท่ีมีขนาด
โมเลกุลนอ้ยกวา่ 3 กิโลดลัตนั  (<3K) 

มะขามป้อม ฟักข้าว 

% Inhibition TP (µg/ml) % Inhibition TP (µg/ml) 

63.79±0.759 73.14±1.003 28.95±2.742 69.19±0.705 

 
5. การอภิปรายผล 

งานวิจยัคร้ังน้ีเป็นการคดักรองหาเปปไทด์ออกฤทธ์ิท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระจากน ้ าหมกัชีวภาพจ านวน 8 
ชนิด ไดแ้ก่ มะขามป้อม มะเฟือง มงัคุด ทบัทิม ฟักขา้ว สตอเบอร์ร่ี ผลไมร้วม และปลาชีวภาพ โดยศึกษาทั้งแบบชนิด
หยาบและท่ีผ่านการแยกใหบ้ริสุทธ์ิข้ึนโดยการตกตะกอนโปรตีนดว้ย TCA และ Acetone เพื่อแยกเอาเปปไทดอ์อกมา 
และน าไปศึกษาหาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH (2,2 Diphenyl-1-picrylhydrazyl method) โดยเทียบกับสาร
มาตรฐาน BHT และหาปริมาณฟีนอลรวมโดยวิธี Folin-Ciocalteu และเทียบกบัสารมาตรฐาน Gallic acid ผลจากการ
วิจัยคร้ังน้ีพบว่าน ้ าหมกัแบบหยาบทั้ ง 8 ชนิด มีฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระอยู่ในช่วง 90-95 % และไม่พบความ
แตกต่างทางสถิติในน ้ าหมักทั้ ง 8 ชนิดท่ี p>0.05 แต่เม่ือน าน ้ าหมักมาผ่านการตกตะกอนโปรตีนด้วย TCA และ 
Acetone พบว่าน ้ าหมกัมะขามป้อมมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระสูงท่ีสุดเท่ากบั 74.87±2.138 %   ส่วนน ้ าหมกัท่ีผ่านการ
ตกตะกอนโปรตีนท่ีมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระต ่าท่ีสุดได้แก่น ้ าหมกัปลาชีวภาพโดยมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระเท่ากับ
9.60±3.13  % 

เปปไทด์ในน ้ าหมกัมะขามป้อมออกฤทธ์ิไดดี้ทั้งในแบบน ้ าหมกัแบบหยาบและท่ีผ่านการตกตะกอนโปรตีน 
โดยมีเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งอนุมูลอิสระเท่ากับ 90.46±1.117 % และ 74.87±2.138 % ในชนิดหยาบและท่ีผ่านการ
ตกตะกอน ตามล าดบั ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Pientaweeratch, Panapisal, and Tansirikongkol (2016) พบวา่สาร
สกดัจากมะขามป้อมมีศกัยภาพสูงในการตา้นอนุมูลอิสระ นอกจากน้ียงัพบวา่ปริมาณสารประกอบฟีนอลรวมในน ้ า
หมกัมะขามป้อมแบบหยาบมีปริมาณสารประกอบฟีนอลรวมสูงสุดคือเท่ากบั 9097.1±114.25  µg/ml ต่อกรดแกลลิก 
ส่วนน ้ าหมกัปลาชีวภาพมีปริมาณสารประกอบฟีนอลรวมต ่าท่ีสุดเท่ากบั 169.5±18.359 µg/ml ต่อกรดแกลลิก เม่ือน า
น ้ าหมกัมะขามป้อมมาผา่นการตกตะกอนโปรตีนจะมีปริมาณสารประกอบฟีนอลรวมสูงสุด เท่ากบั 46.9±3.287  µg/ml 
ต่อกรดแกลลิก ส่วนปริมาณสารประกอบฟีนอลรวมต ่าท่ีสุดไดแ้ก่น ้ าหมกัปลาชีวภาพ เท่ากบั 2.5±0.351µg/ml ต่อกรด
แกลลิก 

เปปไทด์จากน ้ าหมกัมะขามป้อมทั้ งแบบหยาบและท่ีผ่านการตกตะกอนโปรตีนมีปริมาณสารตา้นอนุมูล
อิสระและปริมาณสารประกอบฟีนอลรวมสูงท่ีสุด ซ่ึงฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระจะสอดคลอ้งกบัปริมาณสารฟีนอล
รวมในน ้ าหมกัมะขามป้อม ดงันั้นฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระน่าจะมาจากสารในกลุ่มฟีนอล ส่วนน ้ าหมกัอีก 7 ชนิดท่ี
เหลือในแบบหยาบมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระไดดี้เช่นกนัแตป่ริมาณสารประกอบฟีนอลรวมมีนอ้ยกวา่น ้ าหมกัมะขามป้อม 
ดงันั้นฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระในน ้ าหมกัเหล่านั้นอาจมาจากสารอ่ืนนอกเหนือจากสารในกลุ่มฟีนอลซ่ึงรวมถึงเปป
ไทดท่ี์ไดจ้ากการสกดัในคร้ังน้ีดว้ย 
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เม่ือน าน ้ าหมกัมะขามป้อมและฟักขา้วท่ีผ่านการตกตะกอนโปรตีนมาศึกษาต่อโดยแยกเอาเปปไทด์ออกมา
ตามน ้ าหนักโมเลกุลดว้ยวิธี NANOSEP 3K สามารถแยกเปปไทด์จากน ้ าหมกัออกเป็น 2 ส่วน ไดแ้ก่ส่วนท่ีมีน ้ าหนัก
โมเลกุลมากกวา่ 3 กิโลดลัตนั (>3K) และส่วนท่ีน ้ าหนักโมเลกุลนอ้ยกวา่ 3 กิโลดลัตนั (<3K)  พบวา่เปปไทด์จากน ้ า
หมักมะขามป้อมและฟักข้าวในส่วน <3K ยงัคงมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระโดยมีความสามารถในการยบัย ั้งเท่ากับ 
63.79±0.759 % และ 28.95±2.742 % ตามล าดบั และมีปริมาณฟีนอลรวมในน ้ าหมกัทั้งสองชนิดเท่ากบั 73.14±1.003  
และ 69.19±0.705 µg/ml  ต่อกรดแกลลิก ตามล าดบั ในการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่น ้ าหมกัฟักขา้วมีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูล
อิสระและสอดคลอ้งกับงานวิจัยของ Tinrat, Akkarachaneeyakorn, and Singhapol (2014) เปปไทด์ท่ีแยกได้จากน ้ า
หมกัชีวภาพชีวภาพทั้งสองแหล่งจะถูกน าไปแยกใหบ้ริสุทธ์ิต่อไปดว้ยเทคนิคต่างๆ เช่น โครมาโตมาโตกราฟรี เพื่อท า
การแยกและศึกษาคุณสมบติัสารออกฤทธ์ิท่ีอยูใ่นน ้ าหมกัทั้งสองชนิดต่อไป 
 
6. บทสรุป 

การศึกษาคร้ังน้ีพบว่าน ้ าหมกัชีวภาพชนิดหยาบจากน ้ าหมัก 8 ชนิด ได้แก่น ้ าหมักมะขามป้อม  น ้ าหมัก
มะเฟือง  น ้ าหมกัมงัคุด  น ้ าหมกัทับทิม  น ้ าหมกัฟักขา้ว น ้ าหมกัสตรอเบอร์ร่ี น ้ าหมกัผลไมร้วม และน ้ าหมกัปลา
ชีวภาพ มีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระสูงเม่ือน ามาทดสอบโดยวิธี DPPH (2,2 Diphenyl-1-picrylhydrazyl method)  
โดยมีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอยูใ่นช่วง  90-95 % และไม่พบความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือน าน ้ าหมกัชนิด
หยาบมาผ่านการตกตะกอนโปรตีนด้วย TCA และ Acetone พบว่าน ้ าหมกัจากมะขามป้อมมีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูล
อิสระสูงสุดอยูท่ี่ 74.87±2.138 %   และเม่ือน าน ้ าหมกัจากมะขามป้อมและฟักขา้วจากส่วนท่ีไดจ้ากการตกตะกอนมา
แยกต่อตามความแตกต่างของน ้ าหนกัโมเลกุลท่ีต ่ากวา่ 3 กิโลดลัตนัโดยใชโ้ดยใชค้อลมัน์ NANOSEP 3K  พบวา่เปป
ไทด์จากน ้ าหมกัมะขามป้อมและฟักขา้วส่วนท่ีมีน ้ าหนักโมเลกุลต ่ากว่า 3 กิโลดัลตนัยงัคงมีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูล
อิสระสูงโดยมีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระอยู่ท่ี 63.79±0.759 % และ 28.95±2.742 %  ตามล าดบั และปริมาณสารฟี
นอลรวมในน ้ าหมกัมะขามป้อมและฟักขา้วเท่ากบั 73.14±1.003 และ 69.19±0.705 ไมโครแกรมต่อมิลลิลิตรเทียบกบั
กรดแกลลิก ตามล าดบั ซ่ึงฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระจะสอดคลอ้งกบัปริมาณสารฟีนอลรวมในน ้ าหมกัมะขามป้อม
และฟักขา้ว 

ขอ้มูลท่ีไดจ้ากการศึกษาคร้ังน้ีจะเป็นขอ้มูลพ้ืนฐานในการคดักรองหาเปปไทดอ์อกฤทธ์ิจากตวัอยา่งน ้ าหมกั
จากพืชผกัและผลไมท่ี้หาไดง่้ายในทอ้งถ่ินและมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ เพ่ือเป็นแนวทางในการน าเอาน ้ าหมกัชีวภาพมา
ใชใ้หเ้กิดประโยชน์สูงสุดต่อไปโดยเฉพาะทางดา้นอาหารและยา 

 
7. กติตกิรรมประกาศ 

งานวิจยัคร้ังน้ีส าเร็จลุล่วงไดด้ว้ยความร่วมมือจากหลายฝ่ายโดยเฉพาะเจา้หนา้ท่ีและคณาจารยป์ระจ าหมวด
วิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัรังสิต ในการให้ความอนุเคราะห์ในด้านต่างๆ เช่น การใช้สถานท่ีและ
เคร่ืองมือต่างๆ เป็นตน้  และทา้ยสุดขอขอบคุณสถาบนัวจิยั มหาวิทยาลยัรังสิต ท่ีสนบัสนุนใหทุ้นอุดหนุนงานวจิยั ท า
ให้งานวิจยัสามารถด าเนินการได ้ซ่ึงผูว้ิจยัหวงัวา่ความรู้ท่ีไดจ้ากงานวิจยัช้ินน้ีจะสามารถน าไปพฒันาต่อยอดและเอา
ไปประยกุตใ์ชเ้พ่ือก่อใหเ้กิดประโยชน์ต่อสงัคมและประเทศชาติต่อ 
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